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Abstrakt v českém jazyce 
V této práci je rozebrána problematika repetitivních DNA a algoritmů pro vyhledávání 
tandemových repetic. Tandemové repetice hrají důleţitou roli v biologickém průmyslu. Slouţí 
jako genetické markery pro tvoření genetických map, profilů DNA pro určování otcovství a 
ve forenzní oblasti. Dalším důvodem pro jejich vyhledávání je, ţe mají za následek několik 
závaţných onemocnění člověka. Algoritmy pro jejich vyhledávání jsou proto předmětem 
mnoha studií. Algoritmy dělíme do dvou hlavních skupin – algoritmy porovnávající řetězce 
DNA a algoritmy zaloţené na zpracování numericky reprezentované DNA. Úkolem této 
bakalářské práce je vybrat si zástupce z kaţdé skupiny, navrhnout jejich realizaci a tu poté 
také předvést v programovém prostředí Matlab. Výsledkem práce by mělo být porovnání 
obou programů na základě vybraných kritérií s pomocí několika sekvencí. Těchto několik 
vybraných sekvencí budou mít za úkol tyto programy zpracovat a výsledky z těchto 
zpracování budou mezi sebou porovnány.  
 
Abstract in English language 
This bachelor thesis deals with problem of repetitive DNA and algorithms for 
searching tandem repeats. Tandem repeats are important for biological industry. They are 
used as gene marker for creating genetic maps, profiles of DNA for paternity testing and in 
forensic sphere. Tandem repeats wreak several sever humen illness and it is another reason for 
their searching. Therefore are algorithms for searching of tandem repeats objects of many 
studies. We can divided algorithms to two main groups – algorithms based on string matching 
and algorithms based on digital signal processing. Task of this bachelor thesis is choose one 
member of each group and propose their implementation and than implement them in 
program Matlab. Result of this thesis should be comparison both programs. This comparison 
pass off on the basis of chosen criterion and several sequences. Both program transform these 
sequences and than can be programs compare.  
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1 Úvod 
Tato práce se zabývá repetitivními úseky DNA, coţ jsou opakující se sekvence 
vyskytující se v genomech organismů různých druhů. V lidském genomu se repetitivní DNA 
vyskytuje v relativně vysokém počtu. Přestoţe je její výskyt tak hojný, její funkce v lidském 
organismus je z větší míry stále neobjasněna. Zatím se nepodařilo prozkoumat všechny 
moţnosti, jak by se mohla repetitivní DNA podílet na vývoji člověka. Některé vlivy 
repetitivní DNA jsou jiţ objasněny, ale stále se nabízejí moţnosti, ţe by mohla mít další 
regulační, evoluční nebo jinou funkci. Ve své práci se zabývám jiţ objasněnými vlivy 
repetitivní DNA na lidský organismus, mezi které patří hlavně vliv krátkých tandemových 
repetic. Vliv repetitivních sekvencí na lidský fenotyp koreluje také s typem repetitivní 
sekvence. Rozptýlené repetice, které mají jednotlivé kopie roztroušené po celém genomu, 
zabírají vysoké procento lidského genomu, ale jejich význam je téměř mizivý anebo alespoň 
zatím není objasněn. Na rozdíl od nich tandemové repetice, coţ jsou stejné nebo velmi 
podobné úseky DNA nacházející se opakovaně v sousedících sekvencích, mají menší podíl 
na lidském genomu, ale zato mají prokazatelný vliv na lidský fenotyp, i kdyţ neblahý. Vliv 
tandemových repetic na lidský organismus spočívá převáţně v expanzi trinukleotidových 
sekvencí. Tyto expanze probíhají několika moţnými mechanismy a mají za následek 
relativně velké mnoţství onemocnění postihujících člověka. Tato vrozená onemocnění jsou 
většinou neurodegenerativní nebo neuromuskulární. Tyto nemoci jsou způsobené 
zmnoţeným počtem trinukleotidů v některé kódující nebo nekódující oblasti genomu, 
většinou platí, ţe čím vyšší počet opakování trinukleotidů, tím horší je průběh nemoci. Mezi 
tyto nemoci patří například syndrom fragilního X chromozomu nebo Huntingtonova choroba. 
Dalším důvodem, proč se zabýváme tandemovými repeticemi, je, ţe mají velký význam jako 
polymorfismy. Polymorfní sekvence se pouţívají jako genetické markery při tvoření 
genetických map, určování otcovství nebo pro forenzní účely. Právě z těchto důvodů se 
spousta vědců zabývá vytvořením algoritmů, které jsou schopny tyto tandemové repetice 
rozpoznat. Dvěma hlavními skupinami algoritmů řešícími tento problém jsou – algoritmy, 
které porovnávají řetězce DNA a algoritmy, které provádí zpracování numerické 
reprezentace vytvořené ze sekvence DNA. Úkolem této práce je realizovat zástupce z kaţdé 
skupiny v programovém prostředí Matlab a na základě kritérií, jako jsou přesnost a časová 
náročnost, tyto programy porovnat pomocí zvolených sekvencí.  
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2 Repetitivní DNA 
V genomu eukaryot, takţe také u člověka, se objevují úseky DNA, které se v genomu 
opakují, tyto úseky se nazývají repetitivní sekvence DNA. Předpokládá se, ţe v lidském 
genomu tvoří repetitivní úseky více neţ 50 % DNA. Tyto sekvence mají různý charakter, 
délku i význam. Hlavními dvěma skupinami, do kterých je dělíme, jsou rozptýlené repetice a 
tandemové repetice. [1][9] 
 
2.1 Rozptýlené repetice 
Rozptýlené repetice jsou sekvence nacházející se v genomu v samostatných kopiích. 
Rozptýlené repetice vznikají „skákáním“ úseku DNA na jiné místo v genomu, tomuto ději se 
říká také transpozice, od toho vznikl název transpozon. Říká se jim také odpadní neboli junk 
DNA nebo také sobecká DNA, protoţe zabírají místo v genomu. Transpozice můţe probíhat 
dvěma různými ději, prvním z nich je vyjmout-vloţit a druhým kopírovat-vloţit. Význam 
traspozonů v DNA se nezdá nijak velký. Při bliţším pohledu však mají transpozony význam 
pro plasticitu genomu. Svojí mobilitou mohou například měnit genovou expresy nebo se 
inzerovat do některého genu. Transpozony dělíme na dvě hlavní skupiny DNA transpozony a 
retrotranspozony, které se dále dělí, jejich přehled můţete vidět na Obr. 2.1. [1] 
 
2.1.1 DNA transpozony 
V lidském genomu se nevyskytují ţádné aktivní formy DNA transpozonů, jedinou 
formou, kterou můţeme u člověka, nalézt jsou jejich „fosilie“. Tyto „fosilie“ jsou zmutované 
DNA transpozony, které v průběhu fylogeneze obratlovců ztratily svou funkci tzn. schopnost 
transpozice. V současné době našel člověk pro tyto „zbytky“ novou funkci a to na poli 
genové terapie. Díky tomu, ţe se inaktivní DNA transpozony nachází u člověka i jiných 
obratlovců, máme dostatečné informace, abychom uměle vytvořili jejich aktivní formu. 
Jedním z příkladů těchto uměle vytvořených DNA transpozonů je "Sleeping Beauty" 
(Šípková Růţenka).  Šípková Růţenka patří do rodiny zvané námořník (mariner) o délce 12 
kb a má velmi specifické místo integrace, specifičtější neţ je tomu např. u retrovirů. Proto by 
mohly uměle vytvořené DNA transpozony najít své místo v nové generaci jiţ zmíněné 
genové terapie. DNA transpozony se přesouvají systémem vyjmout-vloţit (cut and paste), 
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takţe počet jejich kopií v genomu se nemění. Tento proces probíhá díky enzymu transpozáza. 
Ve středu DNA transpozonu je uloţena sekvence kódující právě tento enzym, z kaţdé strany 
se poté na gen transpozázy váţe invertovaná repetice, toto můţeme vidět na následujícím 
obrázku (Obr. 2.1), kde je dále znázorněna i grafická podoba zástupců retrotranspozonů. 
„Skákání“ se uskutečňuje tak, ţe transpozáza se naváţe na oba konce repetitivní sekvence a 
vyjme transpozon, a poté spojí konce zůstávající DNA. Vyjmutý komplex transpozon-
transpozáza si najde nové vhodné místo v genomu, které obsahuje specifickou sekvenci pro 
daný transpozon a transpozáza na tomto místě rozštěpí DNA a mezi vzniklé volné konce 
vloţí transpozon, který následně spojí s hostitelskou DNA. [1] 
 
2.1.2 Retrotranspozony 
Retrotranspozony mají na rozdíl od DNA transpozonů mnohem větší význam 
v lidském genomu. Jejich výskyt v něm je velmi vysoký, většina výzkumníků věří, ţe tvoří 
více neţ 45% lidského genomu. Dalším významným rozdílem je, ţe můţeme nalézt 
v lidském genomu některé úseky, které jsou stále aktivní. Retrotranspozony ke „skákání“ 
Obr. 2.1: Přehled rozptýlených repetic [1] 
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vyuţívají oproti DNA transpozonům metodu kopírovat-vloţit (copy and paste), to znamená, 
ţe jejich počet se s kaţdým „skokem“ zvyšuje. Tento děj se nazývá retrotranspozice, protoţe 
během něj dochází k reverzní transkripci. Pro tento proces je také nezbytný enzym a to RNA 
polymeráza II nebo III. Daný enzym nejprve přepíše DNA sekvenci do RNA, přičemţ 
původní sekvence zůstává na svém místě. Sekvence přepsaná do RNA si poté najde vhodné 
místo pro své vloţení a tady dochází k jiţ zmíněné reverzní transkripci, sekvence RNA se 
přepíše zpět do DNA a nově vzniklá DNA se vloţí na nové místo v genomu. Tento proces 
podléhá různým chybám, proto často vznikají kopie postiţené delecemi nebo bodovými 
mutacemi, z toho důvodu jsou tyto nově vzniklé kopie často neaktivní. Ke způsobu expanze 
retrotranspozonů se váţe i jejich klasifikace. Můţeme je rozdělit na autonomní a 
neautonomní podle toho, zda si retrotranspozon kóduje proteiny potřebné pro 
retrotranspozice sám anebo zda vyuţívá enzymy jiného transpozonu. Dále se blíţe zmíníme o 
některých skupinách retrotranspozonů, a to o LTR, LINE a SINE retrotranspozonech.[1] 
 
LTR retrotranspozony 
Jednou z jiţ zmíněných skupin jsou LTR retrotranspozony, které jsou jinak také 
nazývány endogenní viry, protoţe svou strukturou připomínají proviry skutečných retrovirů. 
Obsahují virové geny gag, prt, pol a env a LTR sekvenci na obou koncích retrotranspozonu. 
Jejich struktura není ovšem shodná se sktrukturou viru, protoţe některý z virových genů je 
vţdy zmutovaný nebo chybí. Přesto je jejich ţivotní cyklus velmi podobný ţivotnímu cyklu 
retrovirů (HIV). Zkratka LTR znamená long terminal repeats, coţ je v překladu do češtiny 
dlouhé terminální repetice. Zastoupení LTR retrotranspozonů v lidském genomu je asi 8%, 
ale všechny kopie podlehly mutaci nebo nejsou schopny transpozice, proto je povaţujeme za 
neaktivní a pouţíváme pro ně také termín fosilie. Aktivní LTR retrotranspozony nalezneme u 
některých savců dokonce i u šimpanze. Délka původních nezmutovaných LTR 
retrotranspozonů je asi 7-9 kb, ale často dochází k jejich zkrácení, nejčastěji na 5’ konci, 
nebo k dalším změnám struktury. [1] 
 
LINE retrotranspozony  
Další skupinou jsou „dlouhé rozptýlené jaderné elementy“, coţ je překlad anglického 
„long interspread nuclear elements“, z kterého vznikla zkratka LINE. LINE jsou autonomní 
retrotranspozony, které tvoří asi 21% lidského genomu. Část těchto elementů je stále 
aktivních a právě ty patří do největší rodiny a tou je LINE-1 neboli L1. Jenom tato rodina 
tvoří 17% celého lidského genomu. Pod těmito 17% si můţeme představit asi 500 000 kopií 
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L1 nacházejících se v lidském genomu, z toho pouze necelých 10 000 má původní velikost, 
ale schopnost retrotranspozice si udrţela pouze desetina z nich. Tato stovka aktivních kopií 
má přibliţnou délku 6 kb a ve své struktuře obsahuje dva otevřené čtecí rámce ORF1 a 
ORF2. Kromě těchto čtecích rámců mají velký význam při ţivotní cyklus LINE  
nepřekládané oblasti 5’ UTR a 3‘ UTR, první z nich obsahuje promotor pro RNA 
polymerázu II a druhý polyadenylační signál AATAAA. Význam ORF1 ještě není objasněn, 
ale víme, ţe se váţe na L1 mRNA. Význam proteinu ORF2 je velmi rozsáhlý, nejen ţe 
obsahuje doménu s reverzní transkriptázovou aktivitou a endonukleázovou doménu ale je i 
enzymem zodpovědným za integraci.  
První fází ţivotního cyklu je transkripce DNA na mRNA zprostředkovaná RNA 
polymerázou II. Poté je mRNA transportována do cytoplazmy, kde dochází k translaci a tím 
ke vzniku proteinu ORF1, poté je translace reiniciována a vzniká protein ORF2. Oba dva tyto 
proteiny se připojí na L1 mRNA a vzniká komplex protein-mRNA. Tento protein-mRNA 
komplex se vrací do jádra, kde jiţ dochází ke vzniku nové kopie.  
 
 
Obr. 2.2: Retrotranspozice LINE-1 [1] 
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Ke štěpení řetězce endonukleázovou doménou ORF2 dochází v místě bohatém na T a 
A, toto místo není striktně specifické ale přibliţně je to sekvence TTAAAA. ORF2 nejprve 
štěpí řetězec komplementární k TTAAAA v místě A/T a připojí k němu polyA konec L1 
mRNA, volný 3‘ OH konec hostitelské DNA slouţí jako primer pro tvorbu prvního řetězce 
nové cDNA pomocí reverzní transkriptázy. Druhé štěpeni hostitelské DNA je uskutečněno ve 
vzdálenosti 7-20 bp od TTAAAA, to znamená, ţe vznikají nerovnoměrné konce. Díky 
tomuto jevu se L1 DNA po skončení procesu nachází mezi duplikacemi cílové sekvence. 
Volný 3‘ OH konec slouţí opět jako primer. Neznámým procesem je dotvořen druhý řetězec 
cDNA a tím je integrována nová kopie L1 DNA do hostitelského řetězce (Obr. 2.2). Zvláštní 
je, ţe L1 mRNA je často exprimována ve spermatocytech, takţe je tam vysoká 
pravděpodobnost rozšiřování L1 na potomky a tím zajištěna dědičnost L1. [1] 
 
Význam LTR a LINE retrotranspozonů 
Jak jiţ bylo uvedeno výše, transpozony mají vliv na plasticitu genomu, coţ můţe 
znamenat změny genetické informace, tyto změny bývají většinou důsledky nějaké chyby při 
retrotranspozici buď LTR retrotranspozonů nebo LINE retrotranspozonů. První z těchto 
„chyb“ můţou být způsobeny neoptimální funkcí reverzní transkriptázy. Mezi tyto chyby 
patří časté bodové mutace, způsobené nepřítomností exonukleázové aktivity. Další 
nedokonalostí, ke které dochází při retrotranskripci, je vytváření vlastních kopií zkrácených 
na 5’ UTR konci (Obr. 2.3), coţ je způsobeno tím, ţe reverzní transkriptáza často není 
schopna zastavit syntézu prvního řetězce. [1] 
 
Další změna můţe nastat, pokud se LINE 1 vloţí do genu, tím pádem nastává změna 
v jeho expresy a to můţe způsobit neblahé změny v organismu. Stejně tak vloţení LINE 1 do 
intronu v blízkosti exonu můţe způsobit změnu v expresy genu, protoţe 5’UTR konce LINE 
1 jsou silné promotory na obě strany. Stejně tak se můţe stát, ţe se RNA polymeráza 
Obr. 2.3: Zkracování LINE-1 na 5´ konci [1] 
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„pročte“ polyA koncem a k mRNA připojí i další sekvenci, která nepatří k L1. Takto dochází 
k přesunu nemobilních sekvencí, dalo by se říct, ţe mRNA slouţí jako vektor k tomuto 
přesunu. Tímto procesem dochází k duplikaci přesunuté sekvence a vzniká tzv. procesovaný 
pseudogen. Tahle nově vzniklá kopie je výjimečná tím, ţe prošla reverzní transkriptázou a 
díky tomu vznikla z mRNA bez intronů, ale většinou je nefunkční, protoţe jí chybí promotor. 
Výjimečně se můţe stát, ţe procesovaný pseudogen získá nějakou funkci nebo dokonce, ţe 
z retrotranspozonu vznikne gen. [1] 
Poslední moţností vlivu transpozonů na lidskou DNA nebo člověka je, ţe mají přímo 
nějakou fyziologickou funkci, ţádná z takových hypotéz se ovšem zatím nepotvrdila. Těmto 
hypotézám nahrává například fakt, ţe se exprese transpozonů zvyšuje při stresové odpovědi. 
[1] 
 
SINE retrotranspozony 
SINE patří mezi neautonomní retrotranspozony, coţ znamená, ţe k transpozici 
pouţívá cizí proteiny. SINE zneuţívá protein ORF2, který patří k LINE1, znamená to 
v podstatě, ţe je parazitem L1. SINE je zkratka výrazu short interspread nuclear elements, 
neboli v překladu krátké rozptýlené jaderné elementy, krátké jsou, protoţe jejich délka 
nepřesahuje 500 bp. Jejich význam pro člověka je minimální, protoţe nekódují ţádné 
proteiny, přesto je jejich výskyt u člověka relativně vysoký. Nejrozšířenější rodina nazývaná 
Alu elementy tvoří 11% lidského genomu. Alu elementy se skládají ze dvou téměř shodných 
podjednotek neboli také monomerů a z oblasti polyA, která má velký význam při transpozici. 
Tyto dva monomery nazýváme levý a pravý, liší se od sebe pouze krátkým úsekem, který 
chybí na levém monomeru. Těchto Alu elementů je asi 1 milión a pravděpodobně vznikly z 
RNA podjednotky SRP. Tato myšlenka je zaloţena na tom, ţe v kaţdém Alu elementu se 
nachází stejná sekvence dlouhá 282 bp a přitom v SRP se nachází velmi podobná sekvence a 
stejně jako SRP jsou i Alu elementy transkribovány pomocí RNA polymerázy III. SRP je 
„signal recognition particle“ neboli částice rozpoznávající signál a pravděpodobně díky 
podobnosti s tímto komplexem jsou Alu elementy, poté co jsou transkribovány, schopny 
navázat se na ribozom.  Na ribozomu mohou díky své polyA oblasti „zmást“ ORF2 a tak se 
na místo LINE1 retrotransponuje  Alu element, toto se děje přibliţně v 10% retrotranspozic 
zprostředkovaných ORF2. [1] 
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2.2 Tandemové repetice 
Tandemové repetice jsou sekvence DNA sloţené ze stejných nebo alespoň velice 
podobných sousedících kopií, které se opakují několikrát za sebou. Tandemové repetice tvoří 
10% nebo i více lidského genomu. Tandemové jsou proto, ţe jejich opakování se nachází 
těsně za sebou (v tandemu). Podle toho zda jsou kopie úplně stejné nebo jsou pozměněné, je 
dělíme na přesné a přibliţné tandemové repetice. Jiným typem dělení je rozřazení na satelity, 
minisatelity a mikrosatelity, tyto skupiny jsou velmi různorodé. Velké rozdíly mezi 
jednotlivými skupinami tandemových repetic jsou dány nejen rozdíly v délce opakovaní 
sekvence ale i počtem těchto opakování. Díky těmto aspektům jsou tandemové repetice velmi 
rozmanitá skupina sekvencí mající velice rozdílný význam i funkci. Jako významné se 
tandemové repetice projevili například při studiích diverzity alel, při kterých právě 
přítomnost tandemových repetic podpořila teorii „Out of Africa“, coţ je hypotéza 
předpokládající, ţe celé lidstvo má svůj společný původ v Africe, kde se podle této hypotézy 
vyvinul z archaického Homo sapiens moderní Homo sapiens a teprve poté se rozšířil do 
celého světa, kde nahradil původní obyvatelstvo (např. neandrtálce).[1][2][5][12] 
 
2.2.1 Satelity 
Nejdelší z tandemových repetic jsou satelity, jsou to velice dlouhé úseky opakujících 
se sekvencí, délka této opakované sekvence se můţe pohybovat od 5 aţ do 171 bp, coţ 
znamená, ţe v satelitech dochází k opravdu velkému mnoţství opakování. Termín satelit 
vznikl podle jevu, kterým byly objeveny. Satelity byly prokázány při centrifugaci 
v hustotních gradientech. Ta je zaloţena na tom, ţe v místě kde má DNA stejnou hustotu jako 
okolní prostředí se vytvoří prouţky. Například prokaryotická DNA, která neobsahuje 
repetice, vytvoří v kyvetě po centrifugaci pouze jeden prouţek, ale eukaryotická DNA 
vytvoří jeden větší a další menší prouţky, a právě tyto prouţky byly nazvány jako satelitní, 
coţ znamená přídavné. Vznik satelitních prouţků je dán tím, zda se repetitivní DNA 
poměrem nukleotidů dostatečně liší od hlavní DNA. Místa, kde se častěji vyskytují páry CG, 
mají vyšší hustotu neţ místa s opakováním AT párů. Později byl termín satelit zobecněn a 
pouţívá se i pro DNA úseky, které by satelitní prouţky nevytvořili.[1][2][12]  
Dalším způsobem, jak byly objevovány repetitivní úseky DNA, jsou renaturační 
experimenty. Renaturační experimenty jsou zaloţeny na denaturaci (narušení vodíkových 
můstků a rozpojení dvoušroubovice) pomocí teploty blíţící se 100°C a následné renaturaci 
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(spojení komplementárních řetězců) způsobené zchlazením. Pokud se úseky opakují, 
renaturace probíhá podstatně rychleji, neţ kdyţ se objevuje jen jedna komplementární 
sekvence. Těmito a dalšími podobnými pokusy byl prokázán výskyt repetic na mnoha 
místech. Výskyt satelitů v lidském chromozomu je relativně vysoký. Satelity se nacházejí 
v heterochromatinu v oblasti okolo centromer a v centromerách (Obr. 2.4). I kdyţ je genom 
člověka povaţován za zcela zmapovaný, právě sekvence v oblasti centromer a 
heterochromatinu nejsou známy. Důvodem toho je, ţe mapování těchto oblastí je téměř 
nemoţné, například protoţe zde chybí restrikční místa a sekvenování takových oblastech je 
velice náročné. [1][2][9]  
 
Centromery lidských chromozomů jsou tvořeny satelity. Hlavní rodinou satelitů 
nacházející se ve všech centromerách je alfa rodina. Primární jednotkou alfa satelitů je 
sekvence o délce 171 bp a v lidské centromeře se nachází 5000 - 15000. Centromery vyšších 
rostlin a ţivočichů jsou také sloţeny z alfa satelitů. Dále jsou známé i jiné satelity, které se 
nacházejí v centromerách nebo i jinde na chromozomech např. satelit β nebo satelit 2. Jak jiţ 
bylo zmíněno, satelity jsou tvořeny z primárních jednotek, tyto jednotky jsou velmi rozdílné, 
proto jsou satelity velice různorodá skupina. Například primární jednotkou satelitů 2 a 3 je 
pouze krátká sekvence GGAAT, zato alfa satelit má primární jednotku dlouhou 171 bp. Tím 
pádem je jasné, ţe počet opakování primární jednotky je velice různý. Další aspekt, 
ve kterém se satelity od sebe liší, jsou sekundární jednotky. Sekundární jednotky vznikají 
jako mutace primárních jednotek, tyto zdegenerované sekvence jsou poté zmnoţeny a 
periodicky se opakují a tak vznikají sekundární jednotky (obr. 2.5), kterými se od sebe liší 
například 2 a 3 satelity, které mají shodnou primární jednotku.[1][2] 
Obr. 2.4: Lidské chromozomy se zvýrazněnými centromerami [2]  
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2.2.2 Minisatelity 
Tandemové repetice s délkou opakované sekvence přibliţně 6-64 bp a celkovou 
délkou maximálně několika kilobází jsou minisatelity. Minisatelity se nacházejí také na 
lidských chromozomech ale naopak na jejich koncích tzv. telomerách. Telomery se skládají 
z minisatelitu (Obr. 2.6), který je tvořen sekvencí TTAGGG. Tyto minisatelitní sekvence se 
na rozdíl od jiných rozmnoţují pomocí enzymu telomerázy specifickým mechanismem, ale 
někdy můţe také dojít k expanzi pomocí nerovnoměrného crossing overu. K nalezení této 
sekvence na telomerách byla pouţita metoda FISH = fluorescenční in situ hybridizace. Je to 
velice citlivá metoda, která pouţívá fluorescenčně obarvené hybridizační sondy, které se 
naváţou ke komplementárním vláknům DNA na chromozomech.[1][2][9] 
Obr. 2.5: Vznik sekundárních jednotek [1]  
Obr. 2.6: Lidské chromozomy se zvýrazněnými telomerami [2]  
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Minisatelity mají ještě jednu velmi významnou vlastnost, počet jejich opakování v 
DNA má více variací v populaci, takţe jsou to polymorfismy. Za polymorfismy můţeme 
povaţovat lokusy, které se v populaci objevují nejméně ve dvou alelách a to tak, ţe alela 
s menším výskytem se nachází alespoň u 1% studované populace. Díky tomu, ţe jsou 
polymorfní, mohou slouţit jako genetické markery. Pouţívá se pro ně termín VNTR - 
variable number of tandem repeats neboli variabilní mnoţství tandemových repetic.  
Minisatelity byly dříve pouţívány ve forenzní praxi pro určování identity, ale jelikoţ analýza 
musí být kvůli jejich délce často prováděna pomocí metody Southern blotting, která není moc 
oblíbená, tak byly nahrazeny mikrosatelity. Zatím není vyloučeno, ţe by minisatelity 
nemohly mít nějakou regulační funkci, jelikoţ například délka minisatelitu v promotoru 
inzulinového genu se odrazuje v typu diabetu. [1][2] 
 
2.2.3 Mikrosatelity 
Mikrosatelity jsou nejkratší ze všech tandemových repetic, obvyklá délka jejich 
„primární jednotky“ je 1 aţ 10 bp nejčastější je ovšem 2 aţ 5 bp, tato sekvence se objevuje ve 
stovkách, maximálně v tisících opakování. Nejčastější mikrosatelity jsou dinukleotidy (CA) a 
trinukleotidy (CAG). Jejich význam pro člověka je značný, a to nejenom protoţe jsou díky 
velkým rozdílům v počtu opakování vysoce polymorfní, ale hlavně protoţe jejich zmnoţení 
má zodpovědnost za relativně vysoké mnoţství onemocnění u člověka.  Mikrosatelity nebo 
také STR- short tandem repeats se vyskytují jak v kódujících tak nekódujících oblastech 
lidské DNA a podle toho, v které oblasti se vyskytují, tak takový je jejich význam. Tyto 
repetice se často mnoţí a právě při tomto mnoţení dochází k mutacím, jako jsou substituce, 
inzerce a delece, takţe vzniká velké mnoţství podobných repetic. Přestoţe dochází 
k velkému mnoţství mutací, ve fenotypu se většinou neprojeví a jsou takzvaně neutrální. I 
díky těmto „tichým“ mutacím jsou tyto sekvence vysoce polymorfní a jejich vyuţití jako 
genových markerů je velmi časté. Jejich amplifikace můţe probíhat metodou PCR (Obr. 2.7) 
s primery navázanými na unikátní sekvence sousedící s tandemovou repeticí a poté je pomocí 
gelové elektroforézy porovnávána délka sekvencí (Obr. 2.8). Tato metoda je velice oblíbená, 
jelikoţ je dostupná, jednoduchá a není drahá, proto má široké vyuţití a pouţívá se například 
k určování otcovství, při populačních studiích, k tvoření genetických map a pro soudní 
vyšetřování. Při práci v laboratořích se pouţívá tzv. multiplexování, coţ je současné 
vyšetření více markerů v jedné zkumavce. Tato metoda je umoţněna značením primerů pro 
PCR fluorescenčními barvivy. Jedinou nevýhodou mikrosatelitů je právě omezené mnoţství 
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markerů, které lze pouţít pro multiplexování v jedné zkumavce. Jedna zkumavka můţe 
obsahovat pouze 13 mikrosatelitních markerů barvených čtyřmi fluorescenčními barvivy. 
[1][2] 
 
Obr. 2.7: Schéma provedení PCR 
Obr. 2.8: Výsledek elektroforézy 
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2.2.4 Mechanizmy expanze tandemových repetic 
Tempo mnoţení tandemových repetic je velice vysoké a proto se zmíním o některých 
mechanizmech tohoto mnoţení. Jedním z mechanizmů, který se uplatňuje převáţně u delších 
repetic je nerovnoměrný crossing over, kdy při běţném crossing overu dojde k chybě a 
vytvoří se dva různě dlouhé řetězce (Obr. 2.9).   
 
U malých mikrosatelitů je expanze způsobena převáţně chybami při syntéze DNA 
například „klouzáním“ polymerázy. Klouzáním polymerázy rozumíme děj, ke kterému můţe 
dojít v průběhu polymerace, vlivem teplotních změn dojde k rozpojení dvoušroubovice a 
díky opakování stejných sekvencí dojde k nesprávnému zpětnému spojení. Kdyţ vznikne 
klička v polymerovaném řetězci, tak dojde k prodlouţení repetice, coţ je častější, kdyţ 
vznikne na templátovém řetězci, dojde ke zkrácení repetice.[1] 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Obr. 2.10: „Klouzání“ polymerázy [1] 
 
Obr. 2.9: Nerovnoměrný crossing over [1] 
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2.2.5 Nemoci způsobené expanzí trinukleotidů 
Výsledkem výše zmíněných mechanizmů expanze jsou nemoci, které jsou způsobené 
zmnoţením tandemových repetic, tomuto druhu mutace se také říká nestabilita repetitivních 
sekvencí a byl objeven relativně nedávno. Tyto repetice se mohou mnoţit při přechodu 
z jedince na potomstvo, to znamená, ţe nepodléhají pravidlům mendelovské dědičnosti. 
Největší mnoţství onemocnění je způsobeno zmnoţením trinukleotidů, ale jsou známy i 
nemoci způsobené tetranukleotidy a pentanukleotidy. Tato mutace je zodpovědná za více neţ 
čtyřicet dosud prokázaných onemocnění nebo syndromů, které jsou většinou 
neurodegenerativní nebo neuromuskulární. [1][2][3] 
Při těchto onemocněních se v genomu nebo ve fenotypu uplatňují některé faktory, 
které se jinde nevyskytují. Jedním z těchto faktorů je genomický imprinting, to znamená, ţe 
při manifestaci nemoci se uplatňuje, zda byla nemoc zděděna po otci nebo po matce. Další 
pojem je také spojen s genetickým přenosem informací a jmenuje se genetická anticipace a 
znamená, ţe při přenosu z generace na generaci můţe docházet k dalšímu zmnoţení repetic. 
Z toho důvodu se můţe se stát, ţe zdraví rodiče, kteří mají podprahově zvýšené mnoţství 
repetic a jsou bezpříznakoví, budou mít nemocné dítě. Tito rodiče totiţ nesou tzv. premutace, 
to je jiţ zvýšené mnoţství repetic, které ale nezpůsobuje nemoc. Je to takový mezistupeň mezi 
normálním a patologickým mnoţstvím repetic. Mnoţství repetic, které představují tento 
mezistupeň, je různý podle toho zda dochází k expanzi repetice v kódující nebo nekódující 
oblasti. Na tom, zda k expanzi dochází v kódující nebo nekódující oblasti, nezávisí pouze 
délka premutace ale také mnoţství repetic, které jiţ způsobují onemocnění. Pokud k expanzi 
dochází v kódující oblasti, stačí k propuknutí nemoci zmnoţení pouze na několik desítek 
repetic, a oblast premutace je tu téměř nepatrná. Naopak u nekódujících trinukleotidů je oblast 
premutace často velice široká a k projevům nemoci musí být repetice zmnoţena stokrát aţ 
tisíckrát. Je to dáno tím, ţe podstata těchto onemocnění je v tom, ţe při zmnoţení repetic 
dochází ke změněné produkci proteinů a často díky této změně vzniká absolutně nefunkční 
bílkovina, která není schopná vykonávat původní funkci, proto je podstatně horší, kdyţ jsou 
trinukleotidové repetice v kódující oblasti. U většiny těchto onemocnění vyšší mnoţství 
repetic koresponduje s těţší formou nemoci a niţším věkem manifestace. [1][2][3] 
Z těchto více jak čtyřiceti nemocí se většina vyskytuje v naší populaci vzácně, ale 
najdeme mezi nimi i onemocnění, která jsou relativně rozšířená. Patří mezi ně např. syndrom 
fragilního X chromozomu, Huntingtonova choroba, myotonická dystrofie a Friedreichova 
ataxie.  
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První onemocnění, u kterého bylo prokázáno spojení s trinukleotidovou expanzí, byl 
právě syndrom fragilního X (FRAXA), u kterého dochází k expanzi CGG tripletů ve FMR 1 
genu. U zdravého jedince je počet opakování CGG 5 aţ 60 repetic, onemocnění se projevuje 
u jedinců, kteří mají alespoň 200 opakování sekvence CGG. Z toho vyplívá, ţe 60-200 
opakování je premutace. Při více jak 200 opakování vzniká chybný FMRP protein, který je 
produktem genu FMR-1. Při vadném FMRP proteinu vzniká porucha nervového systému, 
jelikoţ zde vznikají nezralé dendrity neschopné přenosu. Toto onemocnění způsobuje 
mentální retardaci a po Downově syndromu je její druhou nejčastější příčinou, vyskytuje se 
převáţně u chlapců a má u nich i závaţnější průběh, je to způsobeno tím, ţe toto onemocnění 
je podmíněno dominantní X vázanou sekvencí. Toto onemocnění můţe být zjevné hned po 
porodu dítěte (chlapce), pokud se u něj objevuje rozštěp patra, jelikoţ rozštěp se častěji 
vyskytuje u dívek, u chlapce můţe poukazovat na FRAXA. Dalším projevem jiţ v raném 
věku je sníţený svalový tonus. U postiţených se dále začínají projevovat řečové dovednosti 
aţ v pozdním věku (okolo 5-tého aţ 6-tého roku ţivota), ale stejně se poté v řeči vyskytují 
různé vady, jako chorobné opakování slov (papouškování), špatná výslovnost atd. 
V pozdějším věku se projevují poruchy chování podobné autismu, hyperaktivita, v pubertě 
dále exhibicionismus, nebo agresivita. K fyzickým znakům patří velká hlava, velké ušní 
boltce, protaţený obličej s předsazenou spodní čelistí a od puberty také zvětšená varlata (Obr. 
2.11). Dále mohou postiţení trpět zvýšenou pohyblivostí kloubů a výhřezem mitrální 
chlopně. Ţeny- přenašečky premutace mají zvětšená ovaria a je u nich vyšší porodnost díky 
tomu, ţe mívají více partnerů a při ovulaci se uvolňuje více vajíček, mentální retardace u nich 
většinou bývá mírná nebo se vůbec neprojevuje. Postiţené ţeny mají mentální deficit menší a 
většinou jsou schopné udělat zvláštní školu. [1][2][3] 
Obr. 2.11: Muţi s fyzickými znaky FRAXA [3] 
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FRAXA je příkladem onemocnění v nekódující oblasti, proto má premutaci asi 140 
bází. Příkladem z kódující oblasti je Huntingtonova choroba, u které premutace v podstatě 
neexistuje, jelikoţ zdraví jedinci mají v HD genu 6-35 opakování CAG, kdeţto nemocní mají 
36-121 opakování. Z HD genu vzniká protein Huntingtin, coţ je polyglutaminový úsek, který 
se stává nefunkčním, kdyţ je počet glutaminových zbytků vyšší neţ 35. Kdyţ Huntingtin 
neplní svou funkci, dochází k umírání neuronů v koncovém mozku. Tato nemoc se projevuje 
aţ v dospělosti mezi 30. -50. rokem ţivota, takţe většinou nemocní uţ mají děti. Tato nemoc 
je autozomálně dominantní, takţe pokud má dítě nemocného jednoho rodiče má 50% 
pravděpodobnost, ţe zdědilo Huntingtonovu chorobu. Nemoc se projevuje poruchami 
motoriky, jako jsou mimovolní pohyby, a postupnou demencí a změnou osobnosti. Po 
propuknutí nemoci se délka ţivota pohybuje okolo 15 let. Tato nemoc patří k těm, u kterých 
se projevuje genetický imprinting, přestoţe se věk manifestace uvádí nejčastěji okolo 40. 
roku, jsou i případy manifestace v dětství, většina těchto nemocných zdědila mutaci po 
matce. [2][3] 
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3 Algoritmy pro vyhledávání repetitivních 
úseků v DNA  
V předchozí kapitole jsme se dozvěděli, ţe repetitivní úseky nacházející se v lidském 
genomu mají pro člověka velký význam, a proto je spousta prací zabývajících se 
vyhledáváním těchto repetitivních sekvencí. Při vyhledávání repetitivních sekvencí DNA 
musí být algoritmus schopen určit čtyři parametry charakterizující tandemovou repetici, a to 
velikost opakované sekvence, strukturu sekvence, počet opakování a místo výskytu této 
sekvence. Algoritmy zabývající se tímto problémem by se daly rozdělit do dvou hlavních 
skupin, podle toho jak je reprezentována sekvence, kterou zpracovávají. První skupina 
algoritmů vyuţívá sekvence, které nejsou nijak upravené, to znamená, ţe jsou v podobě, jak je 
běţně známe- jeden řetězec, ve kterém jsou dusíkaté báze značeny písmenky A C T G. Další 
skupina zpracovává informaci uloţenou do DNA převedenou na matematické hodnoty, které 
mohou být dále zpracovány různými výpočetními metodami. [8] 
 
3.1 Vyhledávání z řetězce znaků 
Pro tyto algoritmy je společné, ţe vyhledávají repetice v řetězci DNA, ale přesto je to 
velmi rozmanitá skupina algoritmů, mezi kterými jsou velké rozdíly, a to jak v metodě 
vyhledávání, tak i v hledané repetici. Hlavní rozdělení by mohlo být zaloţeno na principu 
metody, na které algoritmus pracuje. První z těchto principů je tzv. string matching, coţ je 
přímé vyhledávání repetic v řetězci DNA, také proto se těmto metodám říká přímé. Druhým 
typem metod jsou heuristické neboli také přibliţné metody, které vyuţívají statistické 
algoritmy, u kterých se můţe stát, ţe nenajdou veškeré repetice. Dalšími moţnostmi je 
komprese dat nebo barevné kódování. První dvě skupiny mají mnoho zástupců, které se často 
doplňují nebo na sebe navazují.[7][8][9] 
 Dalším aspektem, který je moţné srovnávat u těchto algoritmů, jsou opakované 
sekvence, kterou vyhledávají. Některé algoritmy vyhledávají pouze tandemové repetice 
některé veškeré repetice, to znamená tandemové i rozptýlené repetice, rozdíl je také v tom zda 
vyhledávají pouze přesné sekvence, nebo i podobné. Algoritmy vyhledávající podobné 
sekvence pouţívají Hammingovu nebo Levenshteinovu vzdálenost, které pomáhají určit, 
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kolik bází v sekvenci podlehlo deleci, inzerci nebo substituci (některé anglické texty pouţívají 
souhrnné označení indels pro delece a inzerce). [7][5] 
Mezi nejstarší algoritmy pro vyhledávání repetic patří ty, které vyuţívají string 
matching, některé z těchto algoritmů mohou vyţadovat nějaké vstupní informace, podle 
kterých algoritmus poţadovanou repetitivní sekvenci vyhledává. Zadávaný údaj můţe být 
například délka hledané sekvence nebo pořadí nukleotidů v hledané sekvenci. [5] 
Jak uţ bylo zmíněno výše, algoritmy vyhledávající přibliţné sekvence často pouţívají 
na porovnání sousedních sekvencí Hammingovu vzdálenost, coţ je číslo, které udává, ke 
kolika substitucím mohlo v sekvenci maximálně dojít, aby byly shledány podobnými. Pro 
názornost uvedu příklad výpočtu Hammingovi vzdálenosti mezi dvěma sekvencemi. 
 
 
Hammingova vzdálenost = 3 
 
 
Dalším podobným pojmem je Levenshteinova vzdálenost, která udává maximální počet 
substitucí, inzercí a delecí, které se mohou v sousedících sekvencích nacházet, aby mohly být 
povaţovány za podobné. Obě tyto vzdálenosti jsou zaloţeny na pravděpodobnostní definici 
přibliţné repetice, kterou navrhl Gary Benson v roce 1999, tato definice předpokládá, ţe 
přibliţné repetice byly někdy v minulosti přesné repetice, které postupem času podlehly 
mutacím (substitucím, inzercím, delecím). [5][7][8] 
 
3.2 Vyhledávání z numericky reprezentované DNA 
Metody, jakými je sekvence DNA převedena z řetězce písmen na číselné hodnoty, 
jsou různé, některé z nich si tu můţeme představit. Nejjednodušší varianta je nahradit 
písmena A C T G reálnými čísly 1 2 3 4, bohuţel tato metoda není nejvhodnější, jelikoţ 
číselná hodnota je zavádějící a z biologického hlediska nemá ţádnou váhu. Pro jednoduché 
operace se ovšem dá tato metoda pouţít. Jinou poměrně jednoduchou metodou je nahradit 
písmena komplexními čísly, kdy A=1+j, C=-1-j, T=1-j, G=1+j. Dalším způsobem numerické 
interpretace genomických dat je binární reprezentace, kdy vytvoříme z jednoho řetězce 
písmen čtyř řetězce nul a jedniček, kde kaţdý řetězec odpovídá jednomu písmenu a jednička 
nebo nula značí přítomnost odpovídajícího písmene na dané pozici. Těmto řetězcům se říká 
A A T G T C C T 
A T A G T C A T 
0 1 1 0 0 0 1 0 
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indikační vektory a pro názornost zde uvedeme příklady indikačních vektorů k sekvenci 
AATCGTAGGCT. 
 
uA=11000010000 
uC=00010000010 
uT=00100100001 
uG=00001001100 
 
Pro binární reprezentaci se čtyřmi indikačními vektory se pouţívá označení 4D, další 
moţností je 3D binární reprezentace, kde jsou tyto čtyři vektory nahrazeny pouze třemi 
vektory takovým způsobem, ţe nedochází ke ztrátě informací. 4D binární reprezentace se 
pouţívá nejčastěji při Fourierově transformaci a 3D reprezentace pro grafické znázornění 
v RGB spektru. Já ve své práci pouţiji právě 4D binární reprezentaci vhodnou při pouţití 
Fourierovi transformace.[4][8][9][10] 
Numerická reprezentace genomických dat otevřela nové moţnosti, jak genomická data 
zpracovávat a také jak v nich vyhledávat repetitivní úseky. Díky numerické reprezentaci se dá 
řetězec DNA povaţovat za signál a dají se na něj pouţít metody na zpracování signálu. 
V genomice je nejpouţívanější Fourierova transformace, ale dále jsou pouţívány například 
korelační funkce, výkonové spektrum, spektrogramy, diskrétní FT a další metody pouţívané 
pro zpracování signálu.[8] 
Jeden z nejznámějších programů pro vyhledávání repetitivních sekvencí je Spectral 
Repeat Finder (SRF), který vyuţívá pro vyhledávání diskrétní Fourierovu transformaci. 
Fourierova transformace je schopná zvýraznit v sekvenci periodické sloţky. Výpočtem 
výkonového spektra program zjišťuje délku repetitivní sekvence a k určení pozice těchto 
repetic vyuţívá plovoucího okna. Poté SRF pouţívá na oblasti, kde byl zjištěn výskyt repetic, 
přesnou metodu vyhledávající pomocí zarovnávání sekvencí. Další známou metodou je 
OMWSA (optimized moving window spectral analysis- spektrální analýza s plovoucím 
oknem), která tvoří spektrogramy pomocí autoregresivního modelu a plovoucího okna. 
Spektrogram je jako výsledek programu výhodný, jelikoţ je přehledný a podává informaci o 
pozici a délce repetice. [4][8][9]   
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4 Návrhy a realizace algoritmů v Matlabu 
4.1 Návrh algoritmu porovnávajícího sekvence 
Vůbec první věc, kterou bude potřeba provést ještě před začátkem tvoření programu, 
bude stáhnout si odpovídající sekvence z bioinformatické databáze. Já pro svou práci pouţiji 
sekvence staţené z nemoderované databáze GenBank, kterou provozuje NCBI (The National 
Center for Biotechnology Information). Staţené sekvence si budu ukládat ve *.fasta formátu, 
coţ je jednoduchý formát dat, který je v bioinformatice často pouţívaný. Tento formát 
obsahuje na prvním řádku hlavičku, která popisuje sekvenci, a od druhého řádku následuje 
samotná sekvence kódovaná podle standardu UIPAC. [10] 
Podstatou navrhovaného programu bude, vyhledat v řetězci písmen takové úseky, 
které se v řetězci opakují. Toho docílíme tak, ţe vytvoříme cykly, které tento řetězec 
(sekvenci) budou procházet a budou jeho úseky porovnávat mezi sebou. Procházení zaručíme 
vytvořením plovoucího okna, které se bude po řetězci posouvat. Existují dvě moţnosti 
provedení tohoto plovoucího okna. Jednou z těchto moţností je, ţe se vytvoří jedno okno, 
které prochází sekvenci po jednom znaku, takţe nakonec projde celou sekvenci s krokem 
jedna (Obr 4.1 a). Další moţností je, ţe vytvoříme tolik oken kolik je délka okna a tyto okna 
se nebudou překrývat vůbec. Tento způsob má smysl u sekvencí, kde opakované sekvence 
tvoří stejné znaky, jak můţeme vidět na Obr. 4.1. Na tomto obrázku jsou zobrazeny obě 
moţnosti plovoucího okna při vyhledávání trojic na sekvenci s opakováním A. Na sekvenci 
jsou dvě trojice A, ovšem jedno plovoucí okno (Obr 4.1 a) najde 4 výskyty, kdeţto při více 
oknech (Obr 4.1 b) najde první okno dva výskyty a další dvě jenom jeden výskyt, v takovém 
případě se vybere výsledek toho okna, které našlo nejvíce výskytů. Program s více okny by 
byl časově náročnější a těţší na naprogramování neţ program pouze s jedním plovoucím 
oknem.  
 
Obr. 4.1: Vliv plovoucího okna a, jedno plovoucí okno b, více plovoucích oken  
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4.2 Návrh algoritmu používajícího Fourierovu transformaci 
Pro vyhledávání z numericky reprezentované sekvence jsem si jako výpočetní metodu 
pro zpracování dat vybrala Fourierovu transformaci, která vytváří z diskrétního signálu 
(řetězec čísel) spektrum, ve kterém je moţno lokalizovat periodické jevy, proto je vhodná pro 
vyhledávání tandemových repetic. První krok programu při pouţití jakékoliv metody 
zpracovávající signál ke zpracování řetězce DNA je převedení řetězce písmen na čísla, jelikoţ 
já budu pouţívat Fourierovu transformaci, tak pouţiji 4D binární reprezentaci, o které je 
pojednáno v kapitole 3.2. Poté co bude vytvořena matice nul a jedniček o čtyřech řádcích a 
sloupcích, tolika kolik bude délka sekvence, bude moţné provést na sekvenci jakékoliv 
početní aplikace. Program bude muset nejprve rozkouskovat vzniklou matici na více matic, 
kde kaţdá bude mít počet sloupců N, kde N je zvolená délka okna, a čtyři řádky. A poté bude 
provedena Fourierova transformace kaţdé této matice pozici po pozici pomocí rovnice: 
 
 
 
,kde N je délka okna, k je koeficient výsledného spektra a n je pozice v sekvenci.  
Po provedení Fourierovy transformace úseku délky N vzniknout čtyři spektra, kde 
jedno bude reprezentovat A, druhé C, třetí T a čtvrté G. Kaţdé toto spektrum bude umocněno 
na druhou a poté sečteno: 
 
 
 
Poté výsledné spektrum bude umístěno do poslední proměnné algoritmu, tato 
proměnná bude mít N/2 řádků, jelikoţ Fourierova transformace je symetrická, proto se bude 
zobrazovat pouze půlka spektra, a sloupců bude mít L. První výsledné spektrum se bude 
umístěno do prvního sloupce této proměnné. Pro další průběh programu bude rozhodujícím 
parametrem překrývání oken, pokud bude překrývání nastaveno nejmenší, to znamená 1, tak 
algoritmus vezme druhé okno délky N od 2 aţ do N+2. Stejně jako v předchozím cyklu 
provede Fourierovu transformaci a poté umocnění a součet. Druhé výsledné spektrum bude 
přiřazeno druhému sloupci spektrogramu, na konci tak vznikne spektrogram, kde na kaţdém 
sloupci bude uloţeno jedno výsledné spektrum. Pokud se překrývání oken stanoví na vyšší 
hodnotu například 10, tak algoritmus vezme další okno aţ od pozice 11 do N+11 a výsledné 
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spektrum také uloţí na druhou pozici ve spektrogramu, to znamená, ţe při větší hodnotě 
překrývání oken vznikne menší počet spekter. Tato metoda vytvoření spektra se nazývá STFT 
(z angl. Short Time Fourier Transform). [6][10] 
Kdyţ se po proběhnutí výpočtu posledního spektra spektrogram vykreslí, je zde 
moţno najít ty úseky, ve kterých se nacházejí repetitivní sekvence, které jsou od ostatních 
barevně odlišeny. Díky způsobu uspořádání spekter zobrazuje ve výsledném spektrogramu 
osa x přibliţnou pozici repetitivního úseku, musíme brát ovšem v úvahu, ţe tato pozice je 
opravdu pouze orientační, jelikoţ jeden sloupec vnikl s N bází sekvence. Osa y znázorňuje 
počet bází v repetitivní sekvenci. [6] 
 
4.3 Návrh kritérií pro porovnání algoritmů 
Abych mohla porovnat vytvořené algoritmy, musím si zvolit kritéria podle, kterých 
budu programy hodnotit. Nejdůleţitějším aspektem těchto algoritmů samozřejmě je, jestli 
jsou schopny vyhledat veškeré repetice, tato schopnost by se dala označit jako přesnost 
algoritmu. Další důleţitou vlastností programu je, jak rychle dokáţe tyto repetice najít, to je 
časová náročnost programu. Dále je potřeba zvolit, jakou metodou toto porovnání provedu.  
U časové náročnosti je metoda jednoznačná, vybranou sekvenci nechám projít oběma 
programy a stopnu čas počítání. Časovou náročnost je potřeba prověřit u sekvencí různě 
dlouhých. Podle informací získaných z uvedených zdrojů je předpokladem, ţe algoritmus 
vyhledávající v řetězci znaků bude časově náročnější a čím bude sekvence delší, tím bude čas 
výpočtu také delší.  
Podle dostupných zdrojů víme, ţe z hlediska přesnosti by metoda porovnávající znaky 
měla být více přesná. Informaci, zda je repetice rozptýlená nebo tandemově repetitivní, musí 
uţivatel zjistit z pozic repetic, nebo můţe být tato informace implementována do programu, to 
ale zvyšuje jeho sloţitost. Metoda zpracovávající číselnou reprezentaci pomocí Fourierovy 
transformace, dává informace výhradně o tandemových repeticích, a to pouze jejich 
přibliţnou pozici, délku a počet opakování sekvence ale není schopna určit jaké, znaky se 
v této sekvenci nacházejí. Proto je zapotřebí vědět jaká přesnost je poţadována a při 
srovnávání přesnosti brát v úvahu i časovou náročnost a najít pro kaţdou sekvenci vhodnou 
metodu individuálně. 
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4.4 Realizace algoritmu porovnávajícího sekvence 
Pro realizaci v programovém prostředí Matlab jsem si vybrala metodu pouze s jedním 
plovoucím oknem. To znamená, ţe program nebude schopný vyhledat v sekvencích se 
stejným znakem správný počet opakování, proto je potřeba při vyhodnocování těmto 
sekvencím věnovat pozornost. Stejně tak je důleţité připomenout, ţe program bude 
vyhledávat pouze přesné repetice, a najde vţdy všechny repetice v řetězci nejenom 
tandemové. Informaci, zda jsou repetice tandemové nebo ne, bude nutno vyhledat ve výpisu 
pozic těchto repetic.  
Celý program bude proveden jako nově vytvořená funkce retezec (viz. Příloha), 
kde vstupní proměnné budou: název sekvence, nejkratší délka vyhledávané sekvence a 
nejdelší délka vyhledávané sekvence a výstupní proměnná: vysledek. Jako ukázkovou 
sekvenci pro předvedení postupů u obou algoritmů pouţiji sekvenci X64775, která pochází 
z Oryzi sativi (rýţe seté), je dlouhá pouze 303 bází a obsahuje velké mnoţství krátkých 
repetic, proto je jako ukázková sekvence velmi vhodná. Ukázkový příklad volání funkce 
můţete vidět na dalším řádku a v blokovém schématu algoritmu (viz. Příloha). 
 
retezec('X64775.fasta',3,4); 
 
 
První příkaz v této funkci bude matlabovská funkce fastaread, která načítá z fasta 
formátu do jedné proměnné hlavičku sekvence a do druhé proměnné samotnou sekvenci. Poté 
si do proměnné delkaSeq uloţíme délku sekvence, abychom s ní dále mohli pracovat, a 
vytvoříme si prázdné buňkové pole, do kterého budeme ukládat vyhledané repetitivní 
sekvence.  Poté následují for cykly, které zaručují procházení řetězce. První for cyklus vybírá, 
jak velké bude plovoucí okno, postupuje od nejmenší zadané velikosti do největší s krokem 1. 
Do prvního for cyklu je vnořen druhý for cyklus, který prochází sekvenci od prvního členu do 
posledního prvního členu, to znamená, ţe pokud je délka okna 6, poslední člen tohoto for 
cyklu je 6. znak od konce. Tento for cyklus vytvoří proměnnou aktualni, do které uloţí 
právě vyhledávanou sekvenci délky podle aktuální velikosti okna. Poté další for cyklus 
zkontroluje, zda se řetězec uloţený v proměnné aktualni nachází v buňkovém poli 
vysledek, a pokud se tento řetězec ve výsledku nenachází, provede následující if funkce 
vyhledávání tohoto řetězce v sekvenci. Hlavní úkol celého programu provádí právě 
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následující if funkce na základě matlabovské funkce strfind, která v zadaném řetězci hledá 
zadaný řetězec. Vstupní proměnnou do funkce strfind je procházená sekvence (seq) a 
vyhledávaná sekvence (aktualni) a výstupem jsou pozice, na kterých se hledaná sekvence 
nachází. Pokud strfind najde v sekvenci vyhledávaný řetězec ještě na jiné pozici, uloţí 
hledanou sekvenci i pozice do proměnné vysledek, jak můţete vidět níţe. 
 
if nalezeno==false                 
    nalezene=strfind(seq,aktualni);      
    if length(nalezene)>1                
        vysledek{size(vysledek,1)+1,1}=aktualni;     
        vysledek{size(vysledek,1),2}=nalezene; 
    end 
end 
 
Poté následuje blok, který sestupně seřazuje výsledky podle počtu repetic. Poslední for 
cyklus slouţí k vypsání nalezených repetic. Proměnná tohoto for cyklu udává, kolik prvků 
výsledku se vypíše. Další variabilní prvek je zeleně zvýrazněná jednička (viz. výše), která 
udává, kolik nejméně musí být naleznutých repetic. Dále se dá program po menších úpravách 
vyuţít i pro vyhledávání konkrétní sekvence, pokud se tato uloţí do proměnné aktualni.   
 
4.5 Realizace algoritmu používajícího Fourierovu transformaci 
Prvním příkazem algoritmu ft_spektrogram (viz. příloha) v Matlabu bude opět funkce 
fastaread . V dalším řádku je příkaz, který volá nově vytvořenou funkci binarni (viz. 
příloha), která vytváří matici binar_ACTG obsahující čtyři řádky s binární reprezentací 
načtené sekvence. Funkce binarni má jednu vstupní proměnnou (sekvenci) a jednu 
výstupní proměnnou (matici binar_ACTG), nejprve zajistíme matlabovskou funkcí upper, 
aby všechna písmena v sekvenci byla velká, poté vytvoříme matici nul se čtyřmi řádky a n 
sloupci (n je délka sekvence). Potom budeme procházet sekvenci a podle znaku budeme 
přiřazovat jedničky do odpovídajícího řádku na odpovídající pozici. Program se poté vrací do 
hlavního skriptu, kde si volíme délku okna vhodnou pro konkrétní sekvenci.  
Délka okna musí s délkou sekvence korespondovat tak, aby nebyla příliš malá nebo 
velká, kdyţ by byla moc malá, program by nenašel repetice delší neţ je zvolená délka okna a 
výpovědní hodnota spektrogramu by byla nízká, kdyţ je délka okna naopak moc velká, je 
spektrogram nepřehledný a těţko vyhodnotitelný jak můţete vidět na Obr. 4.2, kde jsme 
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pouţili různé délky okna u sekvence X64775. Jako první jsme pouţili délku okna 20 (Obr. 4.2 
a), u druhého spektrogramu jsme pouţili délku okna 60 (Obr. 4.2 b) a u třetího spektrogramu 
jsme pouţili délku okna 180 (Obr. 4.2 c). 
Na dalším řádku algoritmu se délka sekvence ukládá do proměnné L a poté se do 
proměnné overlap zadává poţadovaná hodnota překrývání oken. Poslední proměnná 
v tomto algoritmu je pomocná proměnná pom nastavená na 1.  Ústředním motivem celého 
programu jsou následující for cykly. První for cyklus prochází binar_ACTG po sloupcích a 
provádí zadanou operaci na kaţdé pozici, jelikoţ má krok nastavený po jedné (překrývání 
oken=1) se začátkem na 1 a koncem na L- délka okna, coţ vyplívá z toho, ţe prvním číslem v 
poslední FT je právě N-délka okna. Druhý for cyklus vnořený do prvního naopak prochází 
matici po řádcích také s krokem 1, jak můţete vidět níţe a v blokovém schématu (viz. 
příloha).   
 
for i=1:overlap:L-wl     
  for j=1:4 
   usek=(binar_ACTG(j,i:i+wl-1)-mean(binar_ACTG(j,i:i+wl-1))); 
        [spektrum] = furier(usek);  
        fft_celkove(j,:)=spektrum.^2; 
  end 
    suma_fft=sum(fft_celkove); 
    vysledek(1:wl/2,pom)=suma_fft'; 
    pom=pom+1;     
end 
 
Ve druhém for cyklu se pro kaţdé i a j vytváří proměnná usek, která má počet prvků 
rovnající se délce okna. V proměnné usek se odečítá střední hodnota této proměnné, aby 
bylo zaručeno, ţe výsledek má střední hodnotu na nule, v našem vektoru je ovšem střední 
hodnota mezi jedničkou a nulou, takţe tato úprava není nezbytná. Další moţnou úpravou 
signálu, který vstupuje do Fourierovy transformace, je vynásobit tento signál Hammingovým 
Obr. 4.2: Vliv hodnoty délky okna na spektrogram vytvořený ze sekvence X64775 pomocí Fourierové transformace 
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oknem, a tak dosáhnout kvazi periodicity. Vynásobení signálu Hammingovým oknem se ve 
výsledku výrazně projeví, proto je potřeba vědět zda bylo okno pouţito či nikoliv. Ale 
přidáním příkazu na výpočet Hammingova okna se prodlouţí doba trvání výpočtu. Já ve své 
práci budu pouţívat signál bez Hammingova okna. Pro ukázku zde uvádím následující 
příklady spektrogramu počítaného s Hammingovým oknem (Obr. 4.3 a) a bez Hammingova 
okna (Obr 4.3 b).  
 
Pro kaţdou proměnnou usek se počítá spektrum pomocí volané funkce furier (viz. 
příloha), která počítá Fourierovu transformaci pozici po pozici a vytváří výstupní proměnnou 
spektrum. Výsledné spektrum se poté umocní na druhou a uloţí se na odpovídající řádek 
v nově vytvořené proměnné fft_celkove. Poté, co se stejným způsobem vytvoří 
umocněná spektra pro kaţdý řádek, vznikne proměnná fft_celkove se čtyřmi řádky, na 
kterých budou uloţená čtyři umocněná spektra, coţ je výsledek vnořeného for cyklu. Poté se 
v prvním for cyklu z této proměnné udělá suma, čímţ vznikne pouze jedno spektrum, jako 
součet všech čtyř. První suma se uloţí do prvního sloupce konečné výsledné proměnné 
s označením vysledek.  
Pokud by se hodnota překrývání oken (overlap) změnila na deset, došlo by k tomu, 
ţe počet spekter ve spektrogramu by se sníţil a výsledek by nebyl tak přesný, ovšem u 
dlouhých sekvencí, u kterých je program časově náročný, dojde při menším překrývání oken 
ke zkrácení času vypočítání výsledku a rozdíl ve výsledku nemusí být příliš znatelný. 
Překrývání oken tedy patří spolu s délkou okna k hlavním parametrům, které ovlivňují dobu 
trvání programu a přesnost výsledného spektrogramu. Vliv hodnoty překrývání se ukáţeme na 
Obr.. 4.4 (na další straně) u sekvence X64775, která slouţí pouze pro názornost, jelikoţ u 
krátkých sekvencí je nejlepší variantou překrývání jednička, délka okna je tu zvolena 60. U 
Obr. 4.3: Vliv Hammingova okna na spektrogram vytvořený ze sekvence X64775 pomocí Fourierové 
transformace 
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prvního spektrogramu je zvolena hodnota překrývání 1 (Obr. 4.4 a), u druhého 10 (Obr. 4.4 b) 
a u třetího spektrogramu byla hodnota překrývání 30 (Obr. 4.4 c). 
Pro zobrazení výsledků pouţijeme matlabovskou funkci image. Aby výsledkem byl 
spektrogram, který má osy vypovídající něco o jeho vlastnostech musím tyto osy nejprve 
přepočítat. Platí, ţe perioda je podíl L a k, kde L je délka sekvence a k určuje pořadí 
spektrální sloţky. [11] K přepočítání hodnot na osách pouţijeme funkci gca, která nám 
umoţní změnit čísla na osách a jejich pozice. Po přepočítání tedy hodnoty na ose x značí 
přibliţnou pozici opakované sekvence a hodnoty na ose y délku opakované sekvence a 
barevný odstín představuje počet těchto opakování, jak jsme poţadovali. Význam barevných 
odstínů nám pomáhá určit barevná škála vykreslená vedle grafu, k tomuto vykreslení jsem 
pouţila matlabovskou funkci colorbar. Při vykreslování grafu si můţeme zvolit počet 
popisků na obou osách pomocí proměnných kroky a krokx a poslední aspekt, který si zde 
zvolíme je počet barev, které jsou k vykreslení spektrogramu pouţity. Přednastavená hodnota 
je 64 barev, pro doposud zobrazené grafy jsme pouţili 128 barev, ale u delších sekvencí ani 
tato hodnota není dostačující, proto pro vyhodnocování výsledků pouţijeme 256 barevných 
odstínů. Dále je samozřejmě také moţné změnit barevnost spektrogramu (Obr. 4.5).  
Obr. 4.4: Barevná mapa hot,kroky=15, krokx=10 
 
Obr. 4.5: Vliv hodnoty překrývání oken na spektrogram vytvořený ze sekvence X64775 pomocí Fourierové 
transformace  
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5 Vyhodnocení porovnání algoritmů 
5.1 Porovnání časové náročnosti algoritmů 
Pro porovnání časové náročnosti skriptů pouţiji dříve nastíněnou metodu. Oběma 
programy nechám projít různě dlouhé sekvence a budu porovnávat, jak jsou tyto programy 
časově náročné. Na měření času jsou výhodné funkce z Matlabu tic a toc, které změří čas, 
za jaký proběhne zvolený skript, ve kterém jsou tyto funkce umístěny na začátku a na konci, 
změřený čas je udáván v sekundách.  
Pro vyhodnocení výsledků jsem si většinou vybrala sekvence, které jsou zpracovány 
v některém z článků uvedeném v seznamu literatury, abych měla moţnost výsledky 
vytvořených metod porovnat nejen mezi sebou ale i s jinými metodami. Pro porovnání délky 
trvání algoritmů jsem si vybrala sekvence délky od 303 bp do 103 681 bp.  
První sekvence, která podstoupila toto porovnání, byla jiţ zmíněná X64775 z Oryzi 
sativi, u které byl čas výpočtu u obou algoritmů naprosto stejný. Další sekvence má označení 
M96445.1, je délky 440 bp, je z Homo sapiens a obsahuje velké mnoţství mikrosatelitů. Třetí 
sekvence je část z mitochondriálního genu šimpanze o délce 684 bp. Další je zadaná sekvence 
AH005824 v rozmezí 6800-7756, coţ je 957 bp, tato sekvence také pochází z Homo sapiens. 
M65145.1 je patou testovanou sekvencí je také lidského původu a délky 1072 bp. Další 
sekvence je část genu frataxin, a to promotor a první exon, o délce 2465 bp. Další zkušební 
sekvencí je prvních 6000 bp z lokusu receptoru T- buněk. Sekvence délky 12 029 pochází 
z Plasmodia falciparum, coţ je nejčastější původce malárie. Další sekvence CM000677.1 je 
část chromozomu 15, pocházející z Homo sapiens a je délky 32 743 bp. Poslední sekvencí je 
SCU12980 pocházející ze Saccharomyces cerevisiae (pivní kvasinka) o délce 103 681 bp.  
Všem těmto sekvencím byly nastaveny počáteční podmínky pro oba skripty stejné. Pro 
skript ft_spektrogram, který provádí Fourierovu transformaci, kde jsou počáteční 
podmínky délka okna a překrývání oken, jsem nastavila délku okna 100 a překrývání 1. Pro 
skript retezec jsou počáteční podmínky délky vyhledávaných repetic, které byly 
nastaveny: sekvenceOd=2 a sekvenceDo=10. Porovnání je samozřejmě pouze relativní, 
jelikoţ metoda retezec vyhledává pouze repetice od délky 2 aţ 10 bp, kdeţto metoda 
ft_spektrogram zobrazí všechny repetice. Výsledky jsou zapsány v následující tabulce a 
zobrazeny v jednom grafu pro oba skripty, aby bylo moţné jednoduché porovnání. 
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Tabulka 5.1: Časová náročnost 
Délka sekvence[bp] Čas ft_spektrogram[s] Čas retezec[s] 
103 681 3 919,75 84594,41 
32 743 465,73 11 058,68 
12 029 111,78 1 103,11 
6 000 48,5 481,74 
2 465 15,86 93,41 
1 072 6,33 20,68 
957 5,63 14,55 
684 4,1 7,89 
440 2,64 3,21 
303 1,85 1,85 
 
 
Z hodnot vyplívá, ţe rozdíl časové náročnosti obou metod se zvětšuje se zvyšující se 
délkou sekvence. Algoritmus ft_spektrogram je schopný bez větší časové zátěţe 
zpracovat sekvence o délce několika desítek tisíc bp, i delší sekvence je algoritmus schopný 
zpracovat za několik hodin, nejdelší sekvence v mém testu dlouhá 103 tisíc byla hotová 
zhruba za hodinu. Zato algoritmus retezec, který také nemá s krátkými sekvencemi potíţe, 
začíná být jiţ kolem několika tisíc bp velmi pomalý a zpracování mu trvá dlouhou dobu. Jiţ 
Obr. 5.1: Graf závislosti doby trvání programu na  délce sekvence 
37 
 
při 6000 bp je délka trvání u skriptu ft_spektrogram 10x kratší neţ u skriptu retezec. 
U sekvence délky 32 743 trvá skriptu retezec zpracovat sekvenci tři hodiny a přitom skript 
ft_spektrogram ji má za 8 minut spočítanou. Časová náročnost je tedy u skriptu 
ft_spektrogram několika násobně menší jiţ u několika tisíc bp a při posledním vzorku je 
skript ft_spektrogram jiţ 20x rychlejší neţ skript retezec. 
 
5.2 Porovnání přesnosti algoritmů 
Sekvence X64775 
První sekvence, u které budeme porovnávat přesnost algoritmů je X64775 z Oryzi 
sativi, repetice v této sekvenci jsou vyhledávány v článcích [4],[8], tak můţeme své výsledky 
porovnávat nejen mezi mými programy ale i s výsledky jiných metod. Nejprve necháme 
spočítat spektrogram této sekvence. Předtím neţ budeme spektrogram vyhodnocovat musíme 
určit vhodnou délku okna, pro kterou se bude počítat Fourierova transformace, a toho 
dosáhneme tak, ţe pár délek vyzkoušíme. Je důleţité najít délku, při které jsou patrné všechny 
repetice, ale zároveň musí být spektrogram pěkně přehledný. Po vyzkoušení různých délek 
vyšla nejlépe délka okna 50, proto následuje spektrogram vytvořený pomocí okna s délkou  
wl=50. 
Obr. 5.2: Spektrogram sekvence X647756 
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Ve spektrogramu jsou patrné některé úseky, ve kterých se nacházejí periodické prvky, 
rozhodla jsem se vyhodnocovat pouze ty oblasti, které svou početností dosahují odstínů 
červené. Všechny výrazné oblasti mají pozici na ose y okolo tří, to znamená, ţe všechny 
repetice v této sekvenci mají délku opakované sekvence 3. První výrazná oblast se nachází na 
pozicích 20-35, na pozici okolo 65 se nachází pouze malé mnoţství repetic.  Hlavní oblast 
s výskytem repetic je na pozici zhruba od 155 do 190, to znamená, ţe pokud je to 
trinukleotidová repetice, ţe se jich v té oblasti nachází přibliţně 11. 
Kdyţ je spektrogram spočítaný můţeme nechat vyhledat repetice programem 
retezec, jako počáteční podmínky zvolíme délku hledané sekvence od 2 do 10. Výsledek 
vyhledávání (10 nejčastějších repetic) můţeme vidět v následující tabulce 5.2.  
 
Tabulka 5.2: Sekvence X64775 
Sekvence Počet repetic 
'GG' 55 
'CG' 52 
'GC' 50 
'GCG' 32 
'CGG' 30 
'GGC' 26 
'GA' 26 
'GCGG' 25 
'GGCG' 22 
'AG' 22 
 
 
Z tabulky lze vyčíst, ţe vyhledané dinukleotidové repetice jsou pravděpodobně pouze 
součástí trinukleotidových repetic. Podle pozic trinukleotidových repetic můţu sestavit řadu 
nukleotidů od pozice 60 do pozice 72. 
 G G C G G C G G C G G C G 
60                                          72 
 Z této řady je patrné, ţe první tři trinukleotidy (GCG, CGG a GGC) jsou pouze různé 
varianty jedné repetice. Dinukleotid GA se vyskytuje maximálně ve dvou opakování za 
sebou, takţe jej nelze povaţovat za tandemovou repetici. Následující tetranukleotidy jsou také 
pouze variace jiţ nalezených opakování. Proto z těchto di-, tri- a tetranukleotidů můţeme 
vybrat jeden, který bude zvolen jako ústřední motiv repetice, jelikoţ trinukleotidy jsou 
sloţeny z dinukleotidů, a zároveň jsou součástí tetranukleotidů, přijdou mi jako nejlepší 
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varianta. Z trinukleotidů je nejčastější GCG, proto bych jej zvolila za ústřední opakovanou 
sekvenci. Tato sekvence se opakuje také na pozicích od 161 do 187.  
 Pokud bychom při pouţití programu retezec vzali v potaz informace zjištěné ze 
spektrogramu, mohli bychom vyhledávat repetice pouze v rozmezí od 20. do 190. pozice, a 
také bychom mohli vyhledávat pouze trinukleotidy, coţ by nám usnadnilo vyhodnocení 
výsledku. Také by tahle úprava sníţila dobu výpočtu. Tabulka 5.3 obsahuje výsledek (10 
nejčastějších repetic) po této úpravě.  
 
Tabulka 5.3: Sekvence X64775 
Sekvence Počet repetic 
'GGC' 21 
'GCG' 21 
'CGG' 20 
'CGC' 9 
'TGG' 7 
'CCG' 6 
'ACG' 6 
'GCC' 6 
'GCA' 4 
'CAC' 4 
  
 Podle počtu opakování a pozic těchto repetic jsem vyhodnotila, ţe z této tabulky jsou 
významné pouze první čtyři repetice, a z těchto čtyř jsou první tři repetice pouze variace jedné 
sekvence. Poté jsem podle pozic zjistila výskyt repetic, který se samozřejmě shoduje 
s předchozími výsledky. Jediná změna je výskyt sekvence CGC na pozicích 29 aţ 37. 
Vyhodnocení i výpočet se díky apriorní znalosti přibliţné pozice a délky repetice podstatně 
zkrátilo. Kdyţ porovnáme naše výsledky s výsledky v obou článcích, přijdeme na to, ţe se ve 
většině shodují, jediný rozdíl je ve vyhledávání sekvencí s menším počtem opakování ale 
úseky, kde se nachází sekvence GGC jsou ve všech výsledcích stejné nebo alespoň velmi 
podobné.  
 
Sekvence AH005824 (6800-7756) 
 Další testovanou sekvencí je zadaná sekvence AH005824, která bude zkoumaná pouze 
v rozmezí od 6800. do 7756. pozice. Tato sekvence pochází z Homo sapiens a je také 
diskutována ve článku [4]. Tentokrát začneme s výpočtem v programu retezec. Jelikoţ při 
minulém vyhledávání se nejkratší vyhledávaná sekvence 2 příliš neosvědčila, zvolíme 
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tentokrát délku vyhledávané sekvence od 3 do 10. Úseky, které se opakují v sekvenci alespoň 
15x, jsou i s počtem opakování uvedeny v následující tabulce 5.4.   
 
Tabulka 5.4: Sekvence AH005824 
Sekvence Počet  Sekvence Počet  Sekvence Počet  Sekvence Počet  
'GGC' 74 'GGGG' 26 'GAC' 23 'GGCGG' 19 
'GGG' 67 'CAC' 26 'CCCC' 23 'TCA' 18 
'CGG' 53 'CTG' 25 'GGCT' 22 'GCA' 18 
'CCC' 50 'CGGG' 25 'GCGG' 22 'GGCTG' 18 
'CTC' 40 'CCG' 25 'CCTC' 22 'GGGCG' 16 
'GGGC' 34 'AGG' 25 'CCGG' 21 'GGGCGG' 16 
'GCG' 32 'GAG' 24 'CCA' 21 'ACC' 15 
'TCC' 31 'GGCG' 24 'GCTG' 21 'GGGGC' 15 
'CAG' 30 'CCT' 23 'AGA' 19 'ACT' 15 
'GCT' 28 'GCC' 23 'TCCC' 19 'CGGC' 15 
'TGG' 27 'CTCC' 23 'GGA' 19 'GGCC' 15 
            'ACG' 15 
  
 Poté co jsem prošla pozice všech těchto sekvencí, nenašla jsem jedinou repetici, 
která by se opakovala více neţ dvakrát, aby mohla být shledána tandemovou. Toto 
vyhledávání bylo tedy nejen velmi zdlouhavé, díky ručnímu prohledávání pozic, ale také 
neúčinné.  
 Teď tedy pouţijeme na stejnou sekvenci program ft_spektrogram, pro výpočet 
spektrogramu zvolíme okno délky 80. Výsledný spektrogram je zobrazen níţe (Obr. 5.2). 
Obr. 5.3: Spektrogram sekvence AH005824 
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 Z tohoto spektrogramu je patrné, ţe se v sekvenci repetitivní úseky objevují, přestoţe 
je předešlý program nenašel. Jak ovšem můţeme vidět, nejvýraznější repetice mají délku 
sekvence mimo rozpětí 3 aţ 10, zadané v předešlém programu. Červené úseky tohoto 
spektrogramu můţete nalézt seřazené podle délky repetitivní sekvence na následující tabulce 
5.5. 
Tabulka 5.5: Sekvence AH005824 
Délka sekvence Pozice  
2,5 600-650 
4 50-200 
4 325-500 
5 250 
20 415-510 
40 1-720 
  
 Jak lze vyčíst z předešlé tabulky hlavním repetitivním motivem v této sekvenci je úsek 
dlouhý 40 bp. Bohuţel tento program nám neumoţňuje zjistit strukturu této repetice. Kdyţ 
porovnáme výsledky našich obou programů mezi sebou a s výsledky v článku [4], zjistíme, ţe 
v článku povaţují za významné pouze repetice s délkou sekvence 40 a 49. 
ft_spektrogram 
 
Sekvence M96445.1 
 Poslední testovanou sekvencí je M96445.1, coţ je sekvence obsahující mnoţství 
mikrosatelitů. Tato sekvence pochází z Homo sapiens z genu Alu 24 a díky vysokému 
obsahuje mikrosatelitů je jako testovací sekvence optimální. Nejprve tuto sekvenci 
zpracujeme pomocí programu retezec. Jako počáteční podmínky zvolíme délku sekvence 
opět od 3 do 10 a výsledek zobrazíme v následující tabulce 5.6. 
 
Tabulka 5.6: Sekvence M96445.1 
Sekvence Počet repetic Sekvence Počet repetic 
'ACA' 39 'CACACA' 21 
'CAC' 31 'ACACACA' 21 
'CACA' 27 'CACACAC' 20 
'ACAC' 24 'ACACACAC' 20 
'ACACA' 22 'CACACACA' 20 
'CACAC' 22 'ACACACACA' 20 
'ACACAC' 21 'CACACACAC' 19 
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Jak je z tabulky patrné právě v této sekvenci by vyhledávání dinukleotidů bylo 
uţitečné. Přesto je zcela patrné, ţe ústřední opakovaný úsek v této sekvenci je CA, proto 
nechám ještě jednou spočítat tento program tuto sekvenci ale pouze pro délku sekvence 2. Při 
tomto nastavení a po projití pozic naleznutých repetic stojí za zmínku tři sekvence uvedené 
v tabulce 5.7. 
 
Tabulka 5.7: Sekvence M96445.1 
Sekvence Počet repetic 
'CA' 59 
'AC' 56 
'AA' 39 
 
 První dvě repetice jsou vlastně jedna repetice a v tandemu se vyskytují na pozicích 
230- 275, to znamená, ţe se zde vyskytuje 23 opakování. Třetí repetice má častý výskyt 
v oblasti od 156. pozice do 187. pozice, ovšem tento výskyt není přesně tandemový a 
vyskytují se tu různé substituce nebo inzerce.  
 Pro program ft_spektrogram jsem zvolila vzhledem k délce sekvence délku okna 
50. Ze spektrogramu (Obr. 5.4) je krásně patrné, ţe repetitivní sekvence se skládá 
z dinukleotidů a vyskytuje se od pozice 238 do pozice 280. Tento výsledek se neobvykle 
přesně shoduje s výsledkem získaným z předchozího programu. 
Obr. 5.4: Spektrogram sekvence M96445.1 
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6 Závěr 
Úkolem této bakalářské práce bylo pojednat o druzích repetitivních sekvencí, o jejich 
vlivu a o moţnostech jejich vyhledávání a dále vytvořit dva různé algoritmy a porovnat jejich 
účinnost ve vyhledávání repetitivních sekvencí.  
 Vytvořené algoritmy měly být zaloţené kaţdý na jiném druhu zpracování. U 
zpracování repetitivních úseků DNA se rozlišují dva druhy zpracování, první pracuje 
s řetězcem znaků a druhý s numerickou reprezentací DNA. Oba dva tyto algoritmy jsem měla 
vytvořit v programovém prostředí Matlab. První vytvořený algoritmus pracující s řetězcem 
znaků se jmenuje retezec a je zaloţený na porovnávání znaků v řetězci. Druhý se jmenuje 
ft_spektrogram a pracuje s posloupností čísel s pomocí Fourierovy transformace.  
 Pro porovnání algoritmů bylo potřeba zvolit kritéria, podle kterých byly algoritmy 
hodnoceny. Prvním kritériem byla časová náročnost. Tento aspekt algoritmu byl snadno 
hodnotitelný pomocí jednoduché metody. Metoda spočívala v tom ţe, oba programy dostaly 
na zpracování stejné sekvence a čas, za který tyto sekvence zpracovaly, byl zaznamenán. Tato 
metoda byla aplikována na sekvence s rozdílnou délkou (od 303 bp do 103 kb). Poté proběhlo 
porovnání časové náročnosti obou algoritmů vzhledem k délce sekvence. Podle očekávání se 
program retezec projevil jako podstatně časově náročnější, tato časová náročnost se 
zvyšovala exponenciálně s rostoucí délkou sekvence.  
Druhým kritériem byla přesnost vyhledávání algoritmu. Tento aspekt je pro porovnání 
obou algoritmů podstatně náročnější, jelikoţ kaţdý algoritmus pracuje na jiném principu a 
zpracovává jinou formu dat. Stejně tak jako v prvním případě zpracovávaly oba algoritmy 
stejné sekvence, jedna z těchto sekvencí byla zadaná a další dvě byly zvoleny. Zadaná 
sekvence AH005824 byla jiţ dříve zpracována různými programy, proto jsou její repetitivní 
oblasti známé a můţe podle ní být porovnána přesnost mých algoritmů. Pravě u této sekvence 
se projevil obrovský nedostatek algoritmu retezec, kterým je příliš dlouhá doba výpočtu 
pro délku vyhledávané repetice v sekvenci nad 10. Z tohoto důvodu je tento algoritmus 
vhodný pouze pro mikrosatelity. Pokud ovšem zpracováváte sekvenci s vysokým výskytem 
mikrosatelitů je tento algoritmus vhodným nástrojem, jak můţeme vidět u sekvence 
M96445.1. Dalším nedostatkem programu retezec je, ţe nevyhledává pouze tandemové 
repetice ale i jiné výskyty hledaných sekvencí, proto je potřeba dále pracovat s pozicemi 
naleznutých repetic. Algoritmus ft_spektrogram u této sekvence správně uvedl pozici 
repetic, ovšem nebyl dostatečně přesný, aby od sebe oddělil repetice s délkou opakování 
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sekvence 40 a 49, které jsou uvedeny v literatuře. Hlavním nedostatkem algoritmu 
ft_spektrogram je samozřejmě jeho neschopnost zjistit strukturu repetitivní sekvence, 
další nevýhodou je pouze přibliţná pozice nalezených repetic, která je tím méně přesná, čím 
je delší okno spektrogramu. 
 Jak jsem se snaţila poukázat jiţ v práci, podle mého názoru je nejlepší variantou 
kombinace těchto algoritmů. Nejprve se aplikuje algoritmus ft_spektrogram, který určí 
délku hledané sekvence a její přibliţnou pozici. Algoritmus retezec poté na kratším úseku 
daném přibliţnou pozicí můţe vyhledat repetitivní sekvence s apriorní znalostí jejich délky.  
Tato kombinace obou algoritmů zvýší přesnost a sníţí časovou náročnost celého procesu 
zjištění délky repetice, pozice a struktury repetice. Tato metoda je v práci prezentována na 
sekvenci X64775.  
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8 Přílohy 
Algoritmus ft_spektrogram 
 
clear all, close all; clc; 
[header seq]=fastaread('microsatellite.fasta'); 
binar_ACTG=binarni(seq); 
  
wl=50; 
L=length(seq); 
overlap=1; 
pom=1; 
  
for i=1:overlap:L-wl     
    for j=1:4 
        usek=(binar_ACTG(j,i:i+wl-1)-mean(binar_ACTG(j,i:i+wl-1))); 
        %usek1=(hamming(length(usek)))'.*usek; 
        [spektrum] = furier(usek);  
        fft_celkove(j,:)=spektrum.^2; 
    end 
    suma_fft=sum(fft_celkove); 
    vysledek(1:wl/2,pom)=suma_fft'; 
    pom=pom+1;     
end 
  
image(vysledek) 
colormap(jet(256)) 
colorbar 
  
[row,colm]=size(vysledek); 
krokx=30; 
osax=round(linspace(1,colm,krokx)); 
set(gca,'XTick',osax) 
set(gca,'XTickLabel',round(linspace(1,L,krokx)))   
  
kroky=10; 
osay=round(linspace(1,row,kroky)); 
set(gca,'YTick',osay) 
set(gca,'YTickLabel',(round((wl./osay)*100))/100) 
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Podprogram binarni 
 
function binar_ACTG = binarni(seq) 
  
seq = upper(seq); 
binar_ACTG = zeros(4,length(seq)); 
binar_ACTG(1,:)= seq=='A'; 
binar_ACTG(2,:)= seq=='C'; 
binar_ACTG(3,:)= seq=='G'; 
binar_ACTG(4,:)= seq=='T'; 
 
Podprogram furier 
 
function spektrum = furier(usek)     
L = length(usek);     
N = L;  
furi = zeros(1,floor(N/2));  
  
for k = 1:N/2       
    n = linspace(0,N-1,N); 
    furi(k) = sum(usek.*exp(-2*i*pi*k*n/N));   
end 
  
spektrum=abs(furi); 
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Blokové schéma algoritmu ft_spektrogram 
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Algoritmus retezec 
 
function vysledek = retezec(fileName,sekvenceOd,sekvenceDo) 
clc; 
  
[head seq]=fastaread(fileName); 
delkaSeq=length(seq) 
vysledek=cell(0,2); 
  
for velikostOkna=sekvenceOd:sekvenceDo 
    for i=1:delkaSeq-velikostOkna 
        aktualni=seq(i:i+velikostOkna-1); 
        nalezeno=false; 
        for j=1:size(vysledek,1)                
          if isequal(aktualni,vysledek{j,1})  
               nalezeno=true;                                            
          end 
        end         
        if nalezeno==false                       
            nalezene=strfind(seq,aktualni);      
            if length(nalezene)>1                
                vysledek{size(vysledek,1)+1,1}=aktualni;     
                vysledek{size(vysledek,1),2}=nalezene; 
            end 
        end 
    end  
end 
  
% SELECT SORT 
for k=1:size(vysledek,1)-1 
   for l=k+1:size(vysledek,1) 
       if length(vysledek{k,2})<length(vysledek{l,2}) 
            pom1=vysledek{k,1}; 
            pom2=vysledek{k,2}; 
            vysledek{k,2}=vysledek{l,2}; 
            vysledek{k,1}=vysledek{l,1}; 
            vysledek{l,1}=pom1; 
            vysledek{l,2}=pom2; 
        end 
   end 
end 
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Blokové schéma algoritmu retezec 
 
